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ABSTRAKT
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Kandidat: Bc. Tereza Foglova
Skolitel: prof. MUDr. Jaroslav Drsata CSc.
Externi konzultant: MUDr. Jana Matonohova DiS.

Nazev diplomové prace: Stanoveni mikrobialni naloZe v infekéni rané

Vyskyt chronickych ran stoupa s pfibyvajicim vékem. NejcastéjSim typem
chronické rany jsou chronické viedy na nohou, jimiz trpi 1 — 2 % populace
Vv rozvinutych zemi. Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa piedstavuji
nejcastéjs$i agens izolované z chronickych ran. Jejich vysoka rezistence k antibiotikiim
a schopnost tvofit biofilm vyrazné prodluzuje hojeni, v nékterych piipadech jej zcela

znemoziuje.

V této praci jsme porovnavali metodu stanoveni bakteridlniho poctu vysevem
a kultivaci s real-time PCR. Stanovovali jsme druh Pseudomonas aeruginosa ve vzorku
praseci rany infikované in vitro ptedpéstovanym vicedruhovym biofilmem. V pribéhu
hojeni infikovanych ran jsme odebirali tkanové biopsie, ze kterych byla urcovéana
kultiva¢né CFU (colony forming unit) a zaroven byla provedena kvantifikace pomoci

real-time PCR.

Z vysledkt kultivace byl zietelny trend poklesu poctu bakterii v prubéhu hojeni
rany. U real-time PCR nebyl pokles tak zictelny.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Tereza Foglova
Supervisor: prof. MUDr. Jaroslav Drsata CSc.
External consultant: MUDr. Jana Matonohova DiS.

Title of diploma thesis: Assessment of microbial load in the infection wound

The incidence of chronic wounds rises with age. The most common type of chronic
wounds are chronic leg ulcers, which affect 1 — 2 % of the population in the developed
countries. Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa are the most common
agens isolated from chronic wounds. Their high antimicrobial resistance and ability

to form biofilm considerably prolong wound healing, in some cases make it impossible.

In this study, we compared the cultivation with real-time PCR. We used the species
Pseudomonas aeruginosa for comparison. Pseudomonas aeruginosa was isolated from
biofilm, which was a part of artificial wound. We collected tissue biopsies during

wound healing. We determined CFU by cultivation and quantification real-time PCR.

The results of cultivation was clear downward trend in the number of bacteria in wound

healing. Decline was not as pronounced for real-time PCR.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CFU — colony forming unit

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
EGF — epidermalni ristovy faktor

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay
FGF — fibroblastovy rastovy faktor

FRET — fluorescence resonance energy transfer
McF - McFarland

MMP — matrix metaloproteinaza

MRSA — methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
OD — opticka hustota

PCR — polymeréazova fetézova reakce

PDGF — destickovy ristovy faktor

PMN — polymorfonuklearni neutrofil

RIA - radioimunoanalyza

RNA — ribonukleova kyselina

TGF — transformujici riastovy faktor

TIMP — inhibitor tkanovych metaloproteindz
TSA —trypton s6jovy agar

TSB — trypton s6jovy bujon



1. UVOD

Nartst poctu obéznich lidi nasledovany diabetem a kardiovaskuldrnimi
chorobami piispivad k rozvoji chronickych ran kolonizovanych bakteriemi. Vyskyt
chronickych ran stoupd s ptibyvajicim vékem. NejcastéjSim typem chronické rany jsou
chronické viedy na nohou, jimiz trpi 1 — 2 % populace Vv rozvinutych zemich. Jsou
hlavni pficinou prodlouzené nemocnosti s ¢astymi zpozdénimi hojeni a vysokou mirou
recidivy. Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa piedstavuji nejcastéjsi
agens izolované z chronickych ran. Jejich vysoka rezistence k antibiotikiim a schopnost
tvofit biofilm vyrazné prodluzuji hojeni, v nékterych ptipadech zcela znemoziuji.
Pro spravnou 1écbu se musi brat v potaz vice faktort, jako jsou proces starnuti ktize,

faktory souvisejici se zdravotnim stavem pacienta a faktory tykajici se konkrétni rany.

Pro adekvatni 1écbu je dilezité stanovit mikrobidlni zatizeni radny. Nejcast&jsi
metodou pro stanoveni mikrobialni naloze v chronické rané je kultivace. Stanoveni
bakteridlniho poctu pomoci real-time PCR proti specifické¢ bakterialni DNA je vSak
pouzivanou alternativou ke kultivaci. (Bjarnsholt 2008, Matéjkova 2009, Serra 2015)
V této praci porovnavame stanoveni bakteridlni naloze experimentalnich infikovanych

ran kultiva¢né a pomoci real-time PCR a hodnotime vyhody a nevyhody obou metod.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Hojeni ran

Kozni rana je ztrata nebo porucha kozniho krytu, kterd je vyvoldna raznymi
mechanismy. NejCastéjsi pfiCiny vzniku rany jsou pfi¢iny mechanické (fezné, trzné,
atd.), chemické (louhy, kyseliny), termické (omrzliny, popéaleniny) a aktinické (radiacni
zateni). Podle délky hojeni rozdélujeme rany na akutni a chronické. Akutni rana je
primarné se hojici rana, ktera vznikd ve zdravé tkani. Réna se hoji v kratkém case,

obvykle do 6 tydni. (Janikova a Zelenikova 2013, Pejznochova 2010)

Chronicka rana je rana, ktera se nehoji vice nez 6-9 tydnt. Mezi pfic¢iny vzniku
ale i tepenného puvodu, lokalniho ptsobeni tlaku nebo zatfeni, nedostate¢ného prokrveni
ktze, systétmovych onemocnéni. Vznikaji bércové viedy, arteridlni kozni viedy,

prolezeniny, neuropatické kozni viedy. (Pejznochova 2010)

V soucasné literatufe se vyskytuje termin nehojici se rana, ktery nahrazuje
pojem chronicka rana a zohlednuje dalsi faktory, které maji vliv na proces hojeni, jako
jsou stav rany, jeji pri¢ina a progndza. Tyto rdny vznikaji pfechodem akutni rany
do chronicity, mikrotraumatizaci tkang, nebo je pfi¢inou zakladni onemocnéni, které

zapticinuje prohloubeni nekrozy tkani. (Jenikova a Zelenikova 2013)

V dne$ni dobé vzhledem k vys$Simu vyskytu riznych predispozici, kterymi jsou
sedavy zplisob Zivota, nutricni poruchy, vyssi vek, kterého se lidé dozivaji, infekce
V rané a pritomnost biofilmu v ni, se vyskyt chronickych ran zvySuje. Nehojici se rany
predstavuji vyznamné faktory, které vyzaduji Casté hospitalizace a drahé 1éCby stejné
jako jejich tézké komplikace, jako jsou sepse, malignity nebo ztrata koncetiny. ( Mihai a
kol. 2014)

Hojeni ran je dynamicky pfirozeny proces, ktery se zahdji okamzit¢ po vzniku
rany. Hojeni se sklada z 3 fazi: exsudativni faze, proliferacni faze a faze remodelace,
které na sebe navazuji nebo se vzijemné piekryvaji. Kazdd faze by meéla probihat

regulovanym zplsobem. (Guo a Dipietro 2010)



2.1.1. Hojeni akutni rany

Prvni exsudativni faze za¢ina bezprostfedné po zranéni a trva obvykle 3 dny.
Tato faze zacind cévnim zuzenim a tvorbou fibrinové srazeniny. Z této srazeniny
a okolni tkdn€ rany jsou uvolilovany prozanétlivé cytokiny a riistové faktory, jako jsou
transformujici rustovy faktor B (TGF-B), destickovy ristovy faktor (PDGF),
fibroblastovy rustovy faktor (FGF) a epidermélni rastovy faktor (EGF). Jakmile
je krvaceni pod kontrolou, jsou pusobenim chemotaxe aktivovany zanétlivé bunky,
které do rany migruji a podporuji zde zanétlivou fazi, kterd je charakteristickd infiltraci

neutrofily, makrofagy a lymfocyty. (Guo a Dipietro 2010; Jenikova a Zelenikova 2013)

Funkci neutrofili je odstranéni mikrobd a bunééného debris z poranéné oblasti.
Makrofagy zpocatku uvoliuji cytokiny, které podporuji zanétlivou reakci a aktivaci
dalsich leukocytd. Makrofdgy jsou také zodpovédné za indukci a odstranéni
apoptotickych bunck. Pfechod do proliferacni fize makrofagy podporuji tim, Ze po
odstranéni apoptotickych bun¢k svym fenotypovym prechodem stimuluji keratinocyty,
fibroblasty a buniky cévniho endotelu, a tak podporuji regeneraci tkané. T- lymfocyty
se do rany dostavaji po zanétlivych buikach a makrofazich. Opozdéné infiltrace T-
lymfocytl spolu s jejich sniZzenou koncentraci jsou spojeny s poruchou hojeni rany. Park
a Barbul (2004) uvad¢ji, ze CD4+ bunky (Th-lymfocyty) maji pozitivni roli v hojeni,
kdezto CD8+ bunky (cytotoxické T-lymfocyty) maji inhibi¢ni ulohu pfi hojeni ran.
(Guo a Dipietro 2010, Mosser a Edwards 2008, Park a Barbul 2004)

Proliferacni faze nasleduje za zanétlivou fazi a za€ind vétSinou 4. den. Jejim
cilem je vytvofit nové cévy a vyplnit defekt granulani tkdni. Endotelové bunky
podporuji rust kapilar, fibroblasty tvoii kolagen, glykosaminoglykany a proteoglykany
a vznika tak granulacni tkan. (Guo a Dipietro 2010; Jenikova a Zelenikova 2013)

Po robustni proliferaci a syntéze extracelularni matrix vstupuje hojeni rany
do kone¢né faze remodelace, kdy jsou redukovany poCty buné€k. Tato muze trvat
nékolik let. V této fazi, kterd nastava mezi 6. az 10. dnem po vzniku rany, dochazi
k regresi mnoha nové vytvorenych kapilar, takze se cévni hustota rany vrati do normalu.
Dojde k prestavbé extracelularni matrix na architekturu, ktera se blizi normalni tkani.

Rana se v priibéhu hojeni kontrahuje, coz je zprostiedkovano kontraktilnimi fibroblasty,
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které se vrané objevuji diferenciaci z fibroblastd granulaéni tkané. (Guo a

Dipietro 2010; Jenikova a Zelenikova 2013)

2.1.2. Hojeni chronické rany

U chronickych ran je exsudativni a zanétlivd fdze vyznamné prodlouZzena,
nekteré rany v této fazi stagnuji. V chronické ran¢ je vétsi pocet zanétlivych bunék.
Vyskytuje se zde staly pfiliv a zvySena aktivita polymorfonukledrnich neutrofili
(PMN). Ackoliv PMN hraji kritickou roli v obrané hostitele a hojeni ran, uvoliluji
cytolytické enzymy, volné kyslikové radikdly, zanétlivé medidtory a matrix
metaloproteinazy (MMP), které zpiisobuji lokéalni poskozeni tkané€ hostitele. Zanétlivé
prostfedi obsahuje vysoké hladiny produkti PMN a nizké hladiny inhibitorii protedz,
jako jsou inhibitory tkanovych metaloproteinaz (TIMP).(Lobmann a kol. 2002) MMP
jsou dtlezité v ramci normalniho procesu hojeni rany. Chronické rany v porovnéni
s akutnimi maji 30 nasobné mnozstvi MMP.(Trengove a kol. 1999) Vysledkem
je nadmérna degradace extracelularni matrix a selhani progrese hojeni rany. Fibronektin
a vitronektin degraduji v chronické rané€, kdezto v akutni ne. Chronické rany maji nizsi
hladiny ristovych faktort ve srovndni s akutni ranou, véetné¢ PDGF, FGF, EGF, TGF-§.
Nedavné studie ukazaly, Ze hladiny TGF-B odpovidaji zménam ve velikosti rany.

(Bosanquet, Harding 2014, Fazli a kol. 2009)
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2.2. Bakterialni biofilm

Zakladni stavebni a funk¢ni jednotkou mikrobidlniho biofilmu jsou bakterialni
agregaty. Agregaty mohou byt slozeny z bunék jednoho druhu nebo bunck nékolika
druhii. Pocatecni interakce mezi bakteriemi, nebo mezi bakteriemi a povrchem je
nejéastéji zprostiedkovana pomoci bi¢ikti nebo pilust. V biofilmu jsou pak bakterie
propojeny a produkuji extracelularni matrix, jenz obsahuje mnoho ruznych typa
extracelularnich polymernich latek, vcetn¢ proteini, DNA a polysacharidi.
Extracelularni polymerni latky tvoifi komponenty pro shlukovani bakterii a jejich
zapouzdieni v bioflmu a piisobi odchyt volnych kyslikovych radikalii, nebo rusi vazbu
mnoha tiid antibiotik, jako jsou aminoglykosidy.(Allison a Matthews 1992) U matrix
biofilml neexistuji kompletni biochemické profily, protoze rizné bakterie produkuji
rizné komponenty matrix. Ale matrix mize byt povazovana za dulezitou vlastnost
biofilmu, protoze bez ni by biofilm neexistoval. Matrix ma roli ochrany proti jinym
organismiim, fagocytim a antibiotikim, také ma roli pfi tvorbé signalizacnich siti.

(Bjarnsholt 2013)

Biofilm vznika na mnoha povrsich, jako jsou implantaty, katetry, umélé srdecni
chlopné, zuby, kontaktni cocky a zpisobuje tak infekci. Mnoho infekei je vSak i bez
povrchové souvislosti, jako jsou cystickd fibroza, zanét stftedniho ucha, chronické rany,

chronicka osteomyelitida. (Bjarnsholt 2013)

Povrch rédny a jeho vlastnosti jsou rozhodujicimi faktory, které urcuji, jaké
mikroorganismy osidli rdnu jako prvni a stanou se soucasti biofilmu. Prvotné uchyceny
biofilm podporuje rist sekundarn¢€ kolonizujicich mikroorganisml. Tato mikrobidlni
komunita si vytvaii svym metabolismem vlastni mikroprostfedi, které umozni jejich
rust. Struktura a vyvoj biofilmii jsou zavislé na podminkach. (Bjarnsholt 2013, Sellner

Svestkova 2015)

Bakterie biofilmi ovliviiuji hojeni ran piimo prostfednictvim produkce
destruktivnich enzyma a toxinii, ale mohou plsobit i nepfimo tim, Ze podporuji
chronicky zanétlivy stav. (Sellner Svestkovd 2015) Dlouhodobé ptisobeni bakterii
v chronické ran€ vede k dlouhodobé zanétlivé reakci, coz ma za nasledek uvolnovani
volnych radikdli a cetnych lytickych enzymi, které mohou mit negativni vliv

na buné&éné procesy pii hojeni ran. (Sellner Svestkova 2015)
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2.2.1. Bakterialni biofilm a antibiotika

Extrémni tolerance k antimikrobidlnim ¢inidlim je jednim z charakteristickych
znakii biofilmi. Tolerance biofilmt k antibiotikim nesmi byt zaménovana
s antibiotickou rezistenci, nebot’ i kdyz jsou bakterie v biofilmu odolné antibiotikiim
mechanismy, kterymi se bakterialni biofilm brani proti pisobeni antibiotik. (Bjarnsholt
2013, Costerton a Steward 2001)

Jednim z mechanismi je moznost pomalého nebo neuplného pronikani antibiotik
do biofilmu. Né&které studie ukazaly, ze ncktera antibiotika snadno pronikaji
do bakterialnich biofilmu.(Stewart 1996) Antibiotika jsou vétsinou rozpusténa ve vodé
a Vv biofilmu neni bariéra, kterd by je pfes matrix biofilmu nepropustila. Nicméné
antibiotikum miize byt biofilmem deaktivovano. Napiiklad ampicilin mize pronikat
biofilmem tvofenym p-laktamaza-negativni Klebsiella pneumonie, ale nemtize pronikat
biofilmem tvofenym laktamaza-pozitivnim divokym kmenem stejného mikroorganismu.

(Costerton a Steward 2001)

Druha hypotéza se tyka zmény chemického mikroprostredi v biofilmu. Nalezy
ze studii miniaturnimi elektrodami ukazaly, ze kyslik mize byt zcela spotiebovan
na povrchu biofilmu, coZ vede k anaerobnim mistim v hlubokych vrstvach biofilmu.
Koncentra¢ni gradient produkti je odrazem téchto substrati, které jsou bud’ na povrchu
biofilmu, nebo hluboko na aerobnich mistech. Lokalni akumulace kyselych odpadnich
latek mize vést k rozdilim pH vétsim nez 1 ve struktufe biofilmu, coz pfimo plisobi

proti antibiotikim. (Costerton a Steward 2001)

Tieti a stale spekulativni je hypotéza, ze subpopulace mikroorganismu
Vv biofilmu tvoii unikétni a vysoce chranéné fenotypové stavy, kdy je diferenciace bunék
podobna tvorbé spor. Hypotéza je podporovéana tim, Ze rezistence je pfitomna i v nové
vzniklych biofilmech i pfesto, ze jsou piili§ tenké na to, aby byly piekazkou pronikani

antibiotik nebo metabolickych substrati. (Costerton a Steward 2001)
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2.3. Nejcéastéjsi patogeny v chronické rané

NejcastéjSimi  mikroorganismy  vyskytujicimi  se vinfekéni rané jsou
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa. Dalsi patogeny jako Enterococcus
a Enterobacteriaceae jsou také zapojeny. V postizenych tkanich mnohdy vytvareji

dohromady synergicky pusobici floru. (Benes 2009, Mama 2014))

2.3.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus patii do skupiny grampozitivnich nepohyblivych
a nesporulujicich koka. Typickym uspotfddanim stafylokokd jsou shluky ve tvaru
hroznu. S. aureus je jeden z velmi mala koagulaza-pozitivnich stafylokokd. Je soucasti
fyziologické mikroflory na sliznicich a kizi, proto je vstupni branou stafylokokové
infekce porusena integrita ktize nebo sliznic. Stafylokokové infekce maji velmi Sirokou
Skalu klinickych obrazl, protoze S. aureus ma velmi Sirokou fadu faktorti virulence.
Jeho lytické exoenzymy a toxiny jsou vyznamné substance, které jsou zodpovédné
zarychly prinik a Sifeni mikrobli v mékkych tkénich, proto jsou infekce klze
amekkych tkani nejcastéjsimi infekcemi, které S. aureus vyvolava. Interakce o-
hemolyzinu produkovaného stafylokokem s disintegrinem a metaloproteinazovou
doménou obsahujici protein 10, které jsou pfitomny ve vnéjsi bunééné membrané, vede
K naruseni spoju hostitelské bunééné membrany a zhor$uje nekrozu epidermis a dermis.
(Inoshima a kol. 2011) Stafylokoky také produkuji rizné enterotoxiny. Nékteré z nich
jsou termostabilni a pfetrvavaji v potravinach, které byly tepeln€ upraveny pied pozitim.
Enterotoxiny vyvoladvaji prijmy a zvraceni. Dal§imi infekcemi vyvolanymi S. aureus
kromé& ranych infekci jsou: impetigo, folikulitida, furunkl, karbunkl, hnisava
hidradenitida, celulitida, fasciitida, mastitida, infekce kloubti a kosti, pneumonie, sepse,
stafylokokovy syndrom toxického Soku, stafylokokovy syndrom opafené kuze.

NS 24

smrtnost 25-40%. (Benes 2009, Serra a kol. 2015)

Staphylococcus aureus je jednim z nejcastéjSich patogenti mezi nemocni¢nimi
infekcemi i komunitnimi. Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA)
zpusobuje vyznamnou nemocnost a umrtnost, je spojen sftadou zivot ohrozujicich
infekci, véetné infekce v misté chirurgického vykonu, bakterémie, pneumonie a infekce

spojenych s katetrem. Je zde velmi omezend moznost antimikrobidlni 1é¢by, protoze
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je zde vyvinuta rezistence k -laktamovym antibiotikim. Kmeny MRSA vsak
Casto disponuji i1 mechanismy rezistence, které jim ud€luji odolnost k jinym
antibiotikim, vcetn¢ makrolidi, aminoglykosidli, fluorochinolonii, tetracyklint
a linkosamidii. K 1écbé infekci vyvolanych MRSA se vyuzivd moxifloxacin,
levofloxacin, ceftazolin, teikoplanin, daptomycin, tigecylin a linezolid, vuéi kterym je
MRSA citlivy. (Benes 2009, Hu a kol. 2015, Serra a kol. 2015)

Staphylococcus aureus je Casto nachdzen v chronickych ranach. Je schopen
produkovat spoustu potencidlnich virulen¢nich faktorit a povrchovych proteint, které
podporuji jeho pfilnavost k poskozené tkani a snizuji reakce neutrofili a imunitni
odpovéd’ hostitele. Staphylococcus aureus spolu s Pseudomonas aeruginosa vytvaii
ve zvySené mife ruzné virulencni faktory, jako jsou hemolyziny, lecithinazy, lipazy,
které se podileji na pretrvavani infekce a prodluzuji hojeni rany.(Bessa a kol. 2015) Jsou
schopny modulovat svoji virulenci pro leps$i pieziti a vytrvalost v riznych klinickych
podminkach. S. aureus ma také vysokou schopnost produkovat biofilm s nizkymi
rozdily mezi izolity MRSA a ne-MRSA kmeny, ale biofilm neni tak silny
jako v kombinaci s Pseudomonas aeruginosa. (Fazli a kol. 2009, Mihai a kol. 2014,
Serra 2015)

2.3.2. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni lehce zahnuta tycka s jednim polarné
umisténym bic¢ikem. Nevytvaii pouzdro, ale produkuje velké mnoZstvi hlenu, ktery
chrani celou bakterialni kolonii. Pseudomonas aeruginosa produkuje pigmenty
pyocyanin, pyorubin, pyomelanin a pyoverdin. Pach, ktery P. aeruginosa vydava,

se podoba vlini ovoce ¢i kvéth. (Benes 2009)

Pseudomonas aeruginosa je ve vétsiné piipadti nozokomialni patogen. Zridka
je soucasti normalni mikroflory ¢lovéka, ale mize byt izolovana z kiize, nosni sliznice,
krku a ze stolice. Pseudomonady jsou odolné vici dezinfekénim prostfedkim na bazi
kvarternich amoniovych soli, ve kterych se mohou i mnozit. Pseudomonady se mohou

vyskytovat také v pid¢, vodé a na rostlinach. (Benes 2009)

Zdravy clovék je kinfekci P. aeruginosa vysoce rezistentni. Velmi vnimavi
k infekci jsou pacienti s porusenou funkci kiize nebo sliznic, které stoji za rozvojem

infekce. Jsou jimi pacienti s chronickym plicnim onemocnénim, s cystickou fibrozou,
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popaleninami, s nitrozilnim ¢i mocovym katetrem nebo s endotrachedlni kanylou.

(Benes 2009)

Pseudomonas aeruginosa napada patologicky zménéné kozni plochy a vyvolava
jejich infekce. Kromé ktize mohou pseudomonady kontaminovat o¢ni ¢ocky a vyvolat
keratitidu, ktera je velmi nebezpecna. Velmi Casto jsou jejich cilem dychaci cesty
a to hlavné u pacientt s cystickou fibrézou, coz dale ¢asto vede k rozvoji pneumonie.
Nejnovéjsi studie ukazuji, ze P. aeruginosa je druhou nejéastéjsi pii¢inou nozokomialni
pneumonie.(Weinstein 2005) Infekce mocovych cest vyvolané pseudomonadami jsou
nejcasteji nozokomidlniho pivodu. Pseudomonéady také mohou vyvolat stievni infekce,
nejcastéji u neutropenickych pacientii. Pseudomonadova bakterémie postihuje osoby
vycCerpané nékterou zakladni nemoci a vykazuje u nich 50% smrtnost. Hematogenim
rozsevem infekce mize vzniknout septicka artritida, osteomyelitida nebo endokarditida.
Pseudomonady také mohou vyvolat meningitidu, kterd se vétSinou vyviji jako nésledek

operace nebo urazu. (Benes 2009, Lister a kol. 2009)

Ve srovnani s ostatnimi druhy bakterii izolovanych z chronické rany tvofi
vSechny kmeny P. aeruginosa intenzivné biofilm. Pseudomonas aeruginosa
ma nejvyssi kapacitu vytvorit komplexni strukturu biofilmu.(Mihai a kol. 2014)
Schopnost tvofit biofilm je povaZovana za jednu z jejich hlavnich strategii pro pfeziti
pfi napadeni hostitele. Pseudomonas aeruginosa muze tvofit biofilmy prakticky
na jakémkoliv povrchu, za rozdilnych nutricnich nebo ekologickych podminek.
Struktura a vyvoj je zavisly na podminkich. Velmi dilezité sloZky matrix biofilmu
produkované P. aeruginosa jsou polysacharidy Pel a PSL. PSL je piitomen ve vSech
fazich vyvoje biofilmu a je to kli¢ovy komponent ve zralych biofilmech. Pseudomonas
aeruginosa produkuje virulen¢ni faktory, zejména rhamnolipid, ktery G¢inné eliminuje
syntézu polymorfonuklearnich neutrofili (PMN) stejné jako leukocidni toxin. Zni¢eni
PMN zptisobuje jejich trvaly pfiliv, protoze jsou stdle aktivovany a to udrzuje ranu
Vv zanétlivé fazi. Odstranéni PMN muzZe hrat pozitivni roli pro dalsi kolonizaci bakterii
vrang. U polymikrobnich infekci zvySuje virulenci biofilmu a tim podporuje vyvoj
dal$ich mikroorganismui. Alginat (jeho mukoidni fenotyp) produkovany P. aeruginosa
zlepSuje trojrozmérnou strukturu biofilmu, plsobi jako zachycova¢ volnych
kyslikovych radikald, brani fagocytoze a vaze mnoho kationtovych antibiotik, jako jsou
aminoglykosidy. Elastazy P. aeruginosa pievadi pro enzymy MMP na aktivni enzymy.

Aktivaci n¢kolika MMP zpusobuje P. aeruginosa poSkozeni hemoragické tkané
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a nekrézu infikované tkané. MMP piisobi piednostné na laminin a kolagen typu IV
a zpusobuje jejich destrukci. Degradace kolagenu typu IV mize zptsobit destrukci
membran a zménu kapilar s poSkozenim okolnich tkani. Infikované rany P. aeruginosa
maji vyrazné vetsi plochu, nez rany bez ni. Jeji pfitomnost v rané oddaluje nebo
dokonce znemoznuje hojeni. (Bjarnsholt 2008, Bjarnsholt 2013, Fazli a kol. 2009,
Mihai a kol. 2014, Serra 2015)

Pseudomonas aeruginosa piedstavuje vazny problém pro 1é¢bu infekce, nebot’
ma velkou odolnost proti vice tiidam antibiotik. Volba antibiotik se musi fidit citlivosti
izolovaného kmene u konkrétniho pacienta. Je zndmo, Ze doba antibiotické 1écby je
u pseudomonddovych infekei delsi nez u srovnatelnych infekci vyvolanych béznymi
patogeny.(Benes 2009) Schopnost vyvinout rezistenci vici antibiotiku v pritbéhu 1éCby
komplikuje vybér nejvhodnéjsiho antibiotika. Pseudomonas aeruginosa muize vyvinout
rezistenci na antimikrobidlni latky prostfednictvim akvizice geni rezistence
Vv plazmidech nebo prostiednictvim mutaci, které ovliviiuji expresi nebo funkci
chromosomalné kodovanych mechanismti. Pseudomonas aeruginosa vykazuje nejvyssi
miru rezistence na fluorochinolony s odolnosti proti ciprofloxacinu a levofloxacinu. Pro
léébu se vyuzivaji cefalosporiny 3. - 4. generace, karbapenemy, aztreonam,
aminoglykosidy a colistin. U zavaZnych infekci je ¢asto poddvana kombinace antibiotik.
Lécba chronické rany zahrnuje systémové pouzivani antimikrobidlnich latek. Lokalni
antibiotika jsou také dilezitd, ale rozvoj lékové rezistence omezuje jejich klinické
pouziti. K 16¢bé soubézné infekce S. aureus, nebo MRSA a P. aeruginosa se pouZzivaji
kombinace piperacilin/tazobaktam, meropenem, ertapenem a ciprofloxacin. (Bene$
2009, Lister a kol. 2009, Serra a kol. 2015)

2.4. Mikrobiologické vySetiovaci metody

Mikrobiologické vySetiovaci metody milZzeme rozdélit do nékolika skupin.
Zakladni dé€leni je na diagnostiku pfimou a nepifimou. Metody piimého prukazu
dokladaji ptitomnost mikrobialniho agens ve vySetfovaném vzorku, zatim co metody
nepiimého prikazu zjiStuji pfitomnost infekce na zdkladé specifické imunitni odpovédi.
Mezi pifimé metody se fadi mikroskopie, kultivace, biochemické testy, testy na prikaz
antigenu a DNA. Mezi nepiimé metody fadime testy, kterymi prokazujeme piitomnost

protilatek. (Benes 2009)
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2.4.1. Mikroskopie

Mikroskopie je jednou z nejstarSich metod, diky které muzeme sledovat
morfologii bakterii. Tato metoda pochazi z 2. poloviny 17. stoleti, kdy byl poprvé
pouzit svételny mikroskop Antonem von Leecuwenhoekem. Mikroskopy délime podle

jejich principu osvétleni a detekce vzorku. (Geeta Sumbali 2009)

Svételny mikroskop je nejcastéji vyuzivany mikroskop v mikrobiologické
laboratofi. MiZzeme jim sledovat preparaty jak nativni, tak i fixované. Pro lepsi rozliSeni
se preparaty barvi, v klinické mikrobiologii nej¢astéji barvenim dle Grama, které nam
rozIi§i gram-negativni a gram-pozitivni bakterie. Barveni Ziehl-Neelsen slouzi
k prikkazu acidorezistentnich bakterii. V laboratofich je pouzivano nejéastéji k prikazu
mykobakterii, a tedy je to nejcastéjSi metoda k diagnostice tuberkuldzy. Vyhodou
svételné mikroskopie je, ze je levna, snadnd, nendrona na technické vybaveni.

Nevyhodou je, Ze vyzaduje interpretaci zkuSenym pracovnikem.

Pii mikroskopii v temném poli je objekt osvicen a pozadi je temné. Tato metoda
je nejcasteji pouzivana pro diagnostiku syfilis, protoZze pomoci mikroskopie v temném

poli identifikujeme Treponemu pallidum. (Geeta Sumbali 2009)

Ve flourescenéni mikroskopii se vyuzivaji fluorochromy, napf. auramin O,
fluorescein, rhodamin. Fluorochromy podle svych chemickych vlastnosti reaguji pfimo
s cilovymi strukturami, jako jsou DNA, RNA, bilkoviny, lipidy. Kdyz
mikroorganismus obarvime fluorochromem, vlozime do fluorescenéniho mikroskopu
a osvitime ultrafialovym zafenim, vyvola to fluorescenci, kdy objekt zafi na tmavém
pozadi. Fluorochromy mohou byt selektivni pro rizné mikroorganismy, napf. auramin
O, ktery zafi zluté po expozici ultrafialového zéafeni, ma vysokou afinitu k voskovym

substancim Mycobacterium tuberculosis. (Geeta Sumbali 2009)

Elektronova mikroskopie pracuje s elektrony, které maji mensi vinovou délku
nez je vinova délka svétla, ma vétsi rozliSovaci schopnost a umoziuje vyssi zvétseni.
Diky tomu muiZeme pozorovat subcelularni struktury a viry. Jsou 2 typy elektronového
mikroskopu a to transmisni elektronovy mikroskop a rastrovaci elektronovy mikroskop.
Vysledkem rastrovaci elektronové mikroskopie je plasticky trojrozmérny obraz.
Rastrovaci elektronovy mikroskop je pouzivan pro pozorovani povrchu neporusenych

bunék, bakterii, hub, virl, protozoii, daji se jim pozorovat morfologické zmény
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Vv tkanich, které jsou napadeny mikroorganismem. (Schindler 2014) Transmisni
elektronovy mikroskop je pouzivan k detekci viri a pozorovani vnitinich struktur
mikroorganismil. Nevyhodou je, Ze nemohou byt pozorovany zivé organismy, protoze

cey

nepieziji destruktivni pusobeni proudu elektronu. (Schindler 2014)

Vyhodou mikroskopie je, ze pfinasi rychlou informaci o piitomnosti
mikroorganismi, pfedeviim v primarné sterilnich lokalitach. Casto je doplnéna
vysledky kultivace. Samotna mikroskopie mize byt dostate¢na pro stanoveni diagndzy
v ptipadech, kdy plvodce nemoci ma typické, nezaménitelné morfologické
charakteristiky jako je tomu napf. pii tuberkuldze, infekcich mykotickych nebo
parazitickych. (Benes 2009)

2.4.2 Kultivace

Kultivaéni techniky maji téz bohatou historii, kterd zac¢ina Kochem. Zakladem
kultivace je dostat Cistou kulturu, kterd ndm umozni zkoumat jeji vlastnosti a urcit
0 jaky druh se jednd. Pii kultivaci je dilezité, aby byly zachovany podminky pro riist
bakterie, proto se vyuZzivaji rizna zivna média s obsahem zivin, které jsou nezbytné
pro rist mikrobidlnich organismu. Dulezitd je také teplota, pH a optimalni atmosféra

(Benes 2009, Mehrotra 2009)

Kultivaéni pidy mizeme rozlisit podle piivodu na pfirodni, semi-syntetické
a syntetické. Syntetické pidy maji znamé chemické slozeni jak z hlediska
kvalitativniho, tak 1 kvantitativniho. Komplexni ptidy podporuji rist velké ¢asti bakterii
a jsou vyuzivany velmi Casto v rutinni praxi. Pfikladem zakladni a zaroven diagnostické
pudy je krevni agar. U kmenti vyznacujicich se hemolyzou na ném vidime hemolytické
vlastnosti bakterialnich kment. Selektivni pudy slouzi k podpote ristu jednoho druhu
a potlaceni rstu nezadoucich bakterii. Pfikladem selektivni piidy je Mac Conkey agar
nebo Endlv agar. Selektivné-diagnostické pidy ndm umoziuji jak kultivaci, tak
zaroven 1 identifikaci kmene. Takovou pldou je naptiklad Mac Conkey agar, ktery
jepouzivan pro izolaci, kultivaci a identifikaci druhd Dbakterii z celedi
Enterobacteriaceae a ne¢kterych nefermentujicich bakterii a deoxycholat-citratovy agar,

ktery je pouzivan pro kultivaci a identifikaci druhu rodu Salmonella. (Mehrotra 2009)

Kizolaci a zékladni identifikaci béznych patogeni jsou potieba 2-3 dny.

U anaerob a plisni se nam doba potfebna k identifikaci prodluzuje na 3 — 5 dnt,
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u mykobakterii trva identifikace pomoci kultivace 4 — 8 tydnii. Tato metoda muze byt
nahrazena jinymi diagnostickymi metodami. Kultivace si vSak svoji vyznamnost
ponechava pifi urcovani citlivosti mikroba na antibiotika, kde je nenahraditelna.
Vysetfeni diskovou metodou je nejrozsifenéjs$i metodou pro urceni citlivosti mikroba
na dané antibiotikum. Vyhodou kultivace je, Ze je snadnd, levna, nendro¢na na techniku,

nevyhodou je, ze vyzaduje interpretaci zkusenym pracovnikem. (Benes 2009)

2.4.3. Biochemické testy

Biochemické testy se vyuzivaji k identifikaci nebo odliseni 2 riznych kment
bakterii. Identifikace je zaloZend na schopnosti bakterii fermentovat rizné cukry nebo
na prikazu specifickych enzymil. Mezi tyto testy patfi napt. CAMP test, test
na katalazu, koagulazovy test, oxidazovy test, test mna ureazu atd.
(Vasanthakumari 2009)

2.4.4. Prikaz antigenni struktury

Metody pro prikaz antigenni struktury dokazuji pfitomnost specifickych
mikrobidlnich antigenli ve vysetfovaném vzorku, proto jimi vzdy zjistujeme konkrétni
patogeny. Témito metodami mizeme prokazat ne jen zivé patogeny, ale i mrtvé nebo
| Castecné rozpadlé. Principem téchto metod je reakce mezi hledanym antigenem

a diagnostickou protilatkou. (Benes 2009)

2.4.4.1. Latexova aglutinace

Velmi ¢asto vyuzivanou metodou pro stanoveni antigend je latexova aglutinace.
V této metode je antigen-specificka protilatka navazana na latexovou ¢astici a smichana
se vzorkem. Pokud je ve vzorku pfitomen antigen odpovidajici dané protilatce, dojde
k viditelnému vzniku srazeniny. Vyhodu metody je jeji rychlost, ¢asto je vyuzivana jako

bed side test k rychlému prikazu meningitidy. (Zourob 2009)

2.4.4.2. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA je Siroce vyuzivana diagnostickd metoda pro detekci a kvantifikaci

specifickych antigenti nebo protilatek v daném vzorku. Tato metoda je odvozena od
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radioimmunoassay (RIA), kterou poprvé popsal Berson a Yalow vroce 1960. Jeji
vyhodou je vysoka citlivost, kdy k detekci sta¢i malé mnozstvi vzorku. Jeji nevyhodou
je, ze mohou vznikat nespecifické vazby antigen-protilatka a ze pro detekci antigenu
musi byt generovana znama protilatka. ELISA je modifikovana do n¢€kolika typt. Pfima
ELISA pouziva znafenou primarni protilatku, ktera reaguje piimo s antigenem.

Neptima ELISA vyuziva pro detekci znacenou sekundarni protilatku (Gan a Patel 2013)

Metoda umozituje detekci velmi malého mnozstvi antigentl, jako jsou proteiny,
peptidy, hormony, nebo protilatky ve vzorku. V ELISA testu jsou pouzity enzymy,
které jsou vazany se specifickymi protilatkami, nejcastéji se jedna o alkalickou
fosfatazu a kienovou peroxidazu. Test se provadi obvykle v 96-jamkovych destickach.
Antigen se vaze na specifickou protilatku. Chromogenni substrat pro enzym poskytuje
viditelnou barevnou reakci nebo fluorescenci, coz nam doklada piitomnost hledané¢ho
antigenu. Kvantita nebo kvalita je urCovana na zaklad¢ kolorimetrického méfeni.

Fluorogenni substraty maji vyssi citlivost nez substraty chromogenni. (Gan a Patel

2013)

Jednim z nejpopularngjSich forem ELISA testu je sendvicova ELISA. Tato
technika se pouziva k identifikaci konkrétniho vzorku antigenu. Povrch desticky
je pokryt znamym mnozstvim protilatky pro zachyt antigenu. Nespecifickd vazebna
mista jsou blokovana pouzitim hovéziho sérového albuminu. Purifikovana specificka

protilatka k zachyceni antigenu zjednoduSuje test a zvySuje jeho specificnost a citlivost.
(Gan a Patel 2013)

Kompetitivni ELISA je zaloZena na principu kompetice mezi antigenem vzorku
a znaCenym antigenem. Ty spolu soutézi o navazani na primarni protilatku, ktera
je navazana na dné desticky. Cim vice je navdzano neznaéeného antigenu ze vzorku, tim
mensi je barevny signal. Pokud by se vazalo vice znaceného antigenu, byla by vétsi
barevna reakce a znamenalo by to mensi koncentraci hledané¢ho antigenu ve vzorku.
Hlavni vyhodou této modifikace je vysoka citlivost. V komplexnich smésich antigenii
zachyti dany antigen, i kdyz je pfitomno relativné malé mnozstvi. Novou technikou
je multiple and portable ELISA, ktera je pro svoji nizkou cenu vhodna pro velké
populac¢ni screeningy. Multiple and portable ELISA umoziiuje stanoveni vice antigena

najednou. (Gan a Patel 2013)
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2.4.4.3. Imunofluorescence

Imunofluorescence je metoda vyuzivana k detekci a lokalizaci antigent
v diagnostice bakterialnich, fungalnich, parazitarnich a virovych onemocnéni. Metoda
je také vyuzivdna pro detekci protilatek v diagnostice infekénich nemoci.
Imunofluorescence je vhodnou alternativou k enzymové imunoanalyze. (Koneman
a kol. 2006)

Ve fluorescen¢ni imunoanalyze je specifickd protilatka konjugovana
S fluorochromem. Fluorochrom je takova sloucenina, ktera je schopna fotoexcitace

anasledné fluorescence. Fluorochrom neméni imunologickou reaktivitu. (Koneman

a kol. 2006)

Konjugované antisérum je pfidano k buitkam nebo tkanim na sklicku, kde
se zafixuje s antigenem za vzniku stabilniho imunokomplexu. Po vymyti nereagujiciho
materidlu se preparat vysusi a pozoruje se ve fluorescencnim mikroskopu, ktery
je vybaven pfislusnym zdrojem svétla a filtry. Antigeny specificky vazané
Kk fluorescen¢né znacené protilatce jsou lokalné detekovany emisi svétla na tmavém
pozadi. Barva fluorescenc¢né emitovaného svétla je zavisla na typu fluorochromu, ktery

byl konkrétné pouzit. (Koneman a kol. 2006)

Techniky imunofluorescence rozdé€lujeme na piimé nebo nepiimé. Piimé
fluorescenéni testy jsou pouzivany ptevazné pro detekci antigenu, oproti tomu nepiimé
metody mohou byt pouzity jak pro detekci antigenu, tak i detekci protilatky. Piimé
imunofluorescencni testy se vyznacuji jednoduchosti, rychlosti a mensi pfitomnosti
nespecifickych reakci, ale mohou byt méné citlivé, nez metody nepiimé. Nepiimé
metody jsou vice citlivé a produkuji jasnéjsi fluorescenci, ale za to mohou byt méné

specifické, nebot’ je zde zvysena cross-reaktivita. (Koneman a kol. 2006)

2.5. Detekce DNA

Vyznam téchto metod v mikrobiologické diagnostice stile stoupa. Témito
metodami je zjiStovana pritomnost specifickych tusekd nukleovych kyselin. Jednou

z téchto metod je hybridizace usekii DNA (nebo RNA) pomoci genovych sond. Genom
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muzeme vysetfit pomoci restrikénich endonukledz, které DNA Stépi selektivné
v mistech ur€ité kombinace nukleotidii. Nejpracnéjsi metodou je sekvenace genu, ktera

nam piimo urcuje poiadi bazi. Nejrozsifené;jsi jsou metody PCR a jeji modifikace, kde

je hybridizace spojena s amplifikaci genti. (Bene$ 2009)

2.5.1. PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je metoda, ktera od svého objevu zménila
biologickou védu. PCR poprvé umoznila specifickou detekci a vyrobu velkého
mnozstvi DNA. Diky této technice mize byt rychle a velmi selektivné namnozena
konkrétni nukleotidova sekvence obsazena v jakékoliv DNA. PCR je vyuZzivanou
metodou v klinické praxi k diagnostice onemocnéni. Rovnéz je vyuzivana
pfi klonovani, v genomovych studiich nebo i v soudnim lékafstvi, kde je potieba
namnozeni jakéhokoliv genu z malého vzorku DNA. Jako zdroj DNA mohou byt rizné
tkan¢ a organismy, vcetn¢ periferni krve, kiize, vlasii, slin, mikrobl. Vzhledem
K citlivosti testu je potiebné pouze stopové mnozstvi DNA. (Alberts 1998, Garibyan
2013)

Pro test PCR je dulezita pfitomnost templatové DNA, podle které jsou
syntetizovany jeji kopie, primerd, nukleotidi a DNA polymerazy. DNA polymeraza
je klicovy enzym, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy dohromady za vzniku produktu
PCR. DNA polymeréza je izolovéna z termofilni bakterie. Jeji vlastnosti je stabilita
pii vysokych teplotach, takze neni rozkladana vysokou teplotou. Deoxynukleotidy
potiebné  pro PCR  jsou  deoxyadenosintrifosfat,  deoxythymidintrifostat,
deoxycitidintrifosfat, deoxyguanosintrifosfat, které jsou soucasti DNA. Primery jsou
oligonukleotidy, které jsou kazdy komplementdrni k sekvenci jednoho fetézce
dvousroubovice na opacnych koncich useku, ktery ma byt amplifikovan. Primery tedy

ohranicuji amplifikovany segment. (Alberts 1998, Garibyan 2013)

Uvedené slozky se smisi ve zkumavce nebo 96-jamkové desticce, podle typu
ptistroje, a vlozi se do n¢j. PCR cykler je v podstaté tepelny cyklovac. Stroj zvySuje
a snizuje teplotu bloku v oddélenych, pfesnych a pfedem naprogramovanych krocich.
Smés se nejdiive zahieje nad teplotu tani dvoufetézcové komplementarni DNA, coz
zaptiCini jeji denaturaci. Poté je teplota snizena, aby se mohli navazat primery. K vazbé

primert na cilovou DNA dochazi pouze v ptipadé, Ze jsou sekvence komplementarni.

23



V dalsi fazi se teplota opét zvysi a z obou primerl jsou syntetizovany noveé
fetézce DNA v pfitomnosti DNA polymerdzy a vSech ctyf nukleotidd. V dalSich
cyklech reakce slouzi 1 nové nasyntetizované molekuly DNA jako templaty.
Pro amplifikaci se obvykle pouziva 20 — 30 cykla, pficemz se v kazdém cyklu mnozstvi

molekul oproti pfedchazejicimu cyklu zdovnasobi. (Alberts 1998 , Garibyan 2013)

Pfi vizualizaci PCR produktl se vyuziva barveni ethidium bromidem nebo
znaceni PCR primert ¢i nukleotidl fluorofory (fluorescenéni barviva) pred amplifikaci.
Nejcastéji  vyuzivanou metodou pro analyzu PCR produkti je elektroforéza
na agaré6zovém gelu. Elektroforéza umozZiluje stanovit pfitomnost a velikost PCR
produktu. Pro ur¢eni vysledku nam slouzi standard, ktery nam umozni urcit velikost
PCR produktu. PCR slouzi pro detekci ptitomnosti ¢i neptitomnosti specifického DNA
produktu. Je tedy vhodna k identifikaci patogent. (Garibyan 2013)

PCR ma také sva omezeni. Jakakoliv forma kontaminace vzorku napft. pfi izolaci
DNA nebo amplifikaénimi produkty z pfedeslé PCR, i stopovymi mnozstvimi, muze
vést k zavadgjicim vysledkiim. PCR mize byt pouzita pouze pro identifikaci zndmych
patogenti nebo gend. Také se muze stat, Ze primery mohou na cilové DNA nasedat

nespecificky k sekvencim, které jsou podobné, ale ne zcela identické. (Garibyan 2013)

2.5.2. Real-time PCR

Real-time PCR piedstavuje revoluci v diagnostice lidskych patogentu
Vv laboratofich klinické mikrobiologie. Tato metoda kombinuje PCR s detekci
amplifikovaného produktu pomoci fluorescencni sondy v jednom pfistroji, tudiz PCR
ajeji detekce vysledkii neni oddélena jako u konvencni PCR. Real-time je podstatné
rychlejsi nez klasickd PCR, protoZe PCR a detekce amplifikovaného produktu miize byt
dokoncena i za hodinu, nebo mén¢. Real-time PCR poskytuje rovnocennou citlivost
a specificnost jako klasickd PCR a jest¢ navic zde mize byt kvantifikovano mnozstvi
templatu. Vzhledem Kk tomu, Ze je cely proces provadén ve stejné uzaviené nadobg,
jeriziko uvolnéni amplifikovanych nukleovych kyselin do zivotniho prostiedi
a kontaminace naslednych analyz v porovnani s klasickymi metodami PCR
zanedbatelné. Kombinace vynikajici citlivosti a pfesnosti, snizkym rizikem

kontaminace, a rychlosti, uinila z real-time PCR atraktivni alternativu ke konven¢nim
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metodam kultivaénim nebo imunologickym, vyuzivanou k diagnostice infekénich

nemoci. (Espy a kol. 2006)

Real-time PCR ma 3 faze: exponencialni fazi, linearni fazi a fazi plato.
V exponencialni fazi se zvySuje exponencialné produkt, protoze reakéni Cinidla nejsou
omezend. Linedrni faze je charakterizovand linearnim naristem produktu. PCR
se nakonec dostane do faze platdo pii pozdéjSich cyklech, ale mnozstvi produktl
se nezméni, protoze né€kterd cinidla dosla. Real-time PCR vyuZzivd skutecnost,
ze mnozstvi PCR produkti v exponencialni fazi je za idealnich podminek v poméru
k mnozstvi pivodniho templatu. V piipadé 100% ucinnosti se béhem exponencialni
faze bude PCR produkt exponencialné zdvojovat béhem kazdého cyklu. Data ziskana
Vv exponencidlni fazi jsou udavana jako hodnota Ct. Cr je pocet cykld, ve kterych
flourescence dosdhne prahové hodnoty (treshold cycle). Hodnota je pfimo umérna
mnozstvi cilové sekvence pfitomné ve vzorku. Jak genomova, tak i reverzni transkripci
ptepsana cDNA mohou byt pouzity jako templaty pro real-time PCR. (Yuan a kol.
2006)

Pro specifitu testu jsou diilezit¢ PCR primery. Primerovy péar, ktery pouze
zesiluje jeden produkt, poskytne nejlepsi citlivost testu. PCR primery by mély mit nizky
potencidl k vytvafeni sekundarnich struktur, vcetné sebe a hybridizace s dalSimi
oligonukleotidy v PCR. Kritickym krokem pro PCR je preanalyticka faze, kdy dochazi
k extrakci nukleovych kyselin. (Espy a kol. 2006)

Jednou z metod detekce PCR produktu je pouziti DNA-interkalaéniho barviva
SYBR Green, které slouzi pro detekci nahromadéné jakékoliv dvouvlaknové DNA.
Barvivo se vaze na mensi zlabek DNA. Vazba barviva na dvouvldknovou DNA znaéné
zvysuje fluorescenci. V prubéhu cykli se mnozstvi dvouvlaknového PCR produktu
exponencialné zvySuje, a proto se vaze vice barviva a tim se zvysuje fluorescencni
signal. Fluorescen¢ni signal je maximalni na konci kazdé prodluzovaci faze PCR,
kdezto nizky nebo vlbec zadny je behem denaturacni faze. SYBR Green neni
sekvencné specificky, proto mohou byt detekovany téZ nespecificky amplifikované

produkty PCR a dimery primert. (Espy a kol. 2006; Velden a kol. 2003)

Citlivda a specifickd detekce je mozZzna s pouzitim fluorescencnich sond.
V klinické mikrobiologii se nejcastéji pouzivaji 3 typy metod pro detekci nukleovych

kyselin: TagMan sondy, molecular beacons a FRET hybridiza¢ni sondy. Prvni barvivo
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je fluorescencni barvivo a druhé miize byt bud’ zhéaseci barvivo, nebo jiné fluorescencni
barvivo, které mize absorbovat fluorescencni svétlo ptredavané z prvniho barviva.
Mechanismus pro dosazeni fluorescenéniho signalu je pro kazdou sondu ruzny. (Espy

a kol. 2006)

TagMan sonda je kratky oligonuklotid (DNA), ktery obsahuje 5 fluorescencni
barvivo a 3'zhéSeci barvivo. Pro generovani svételného signalu se musi sonda navazat
na komplementarnim fetézci DNA pfi teplote¢ 60°C a pii této teploté Stépi DNA
polymerédza 5'konec sondy 5'nukledzovou aktivitou, oddé€lujici fluorescenéni barvivo

od zhaseciho. (Espy a kol. 2006)
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Obrazek 1. Princip detekce pomoci Taq Men sondy.
(Kurcek 2011)
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Molecular beacons (molekularni majaky) jsou podobné TagMen sondam,
ale nejsou Stépeny 5 nukleazovou aktivitou DNA polymerazy. Fluorescen¢ni barvivo
je umisténo na 5 konci oligonukleotidu sondy a zhaseci barvivo je umisténo na 3 ‘konci
oligonukleotidu sondy. Oblasti na kazdém konci sondy jsou k sobé komplementarni
a pfi nizkych teplotach, na konci zihani, vytvareji strukturu vlasenky. Centralni oblast
sondy je komplementarni k oblasti amplifikace PCR produktu. Pfi vysokych teplotach
jsou amplifika¢ni produkt i PCR sondy jednovlaknové. Pii poklesu teploty se centralni
oblast sondy navaze hledanou sekvenci a zptsobi oddé€leni fluorescen¢niho barviva od
zhaseciho, ¢imz jsou ucinky zhdSeciho barviva odstranény a muze byt detekovan

fluorescenc¢ni signal. (Espy a kol. 2006)
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Obrazek 2. Princip detekce pomoci molecular beacons

(Bonetta 2005)
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FRET hybridiza¢ni sondy jsou dvé DNA sondy urcené k nasednuti vedle sebe
v produktu PCR. Sonda ma fluorescen¢ni barvivo na 3° konci a druhd sonda
ma akceptor na 5° konci. Pokud neexistuje specifickai DNA, na kterou by se sonda
navazala, nedochazi k FRET pienosu mezi dvéma fluorescen¢nimi barvivy, protoze

vzdalenost mezi barvivy je prili$ velka, a sviti pouze donorovéa fluorescen¢ni molekula.

(Espy a kol. 2006)

upstream

Obrazek 3 Princip detekce FRET sondy
(Kurcek 2015)

28



3. CIL PRACE

Cilem mé prace bylo kvantifikovat druh Pseudomonas aeruginosa z biopsie
chronické rany pomoci metod kultivace a real-time PCR a vysledky téchto dvou metod

porovnat.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1.

Material a chemikalie

biopsie z rany prasete
RNAzol RT - Sigma — Aldrich (USA)

chloroform — Lachner (Neratovice, CR)
96% ethanol — PENTA (Praha, CR)

Citrat sodny — Lachner (Neratovice, CR)

Sybr select Master mix — Applied biosystems (Austin, USA)

primer PA2

o

o

o

O

o

Cil: Pseudomonas aeruginosa 16S rDNA

Nazev: PA2-F, PA2-R

Forward 5’- 3": CAA AAC TAC TGA GCT AGA GTA CG
Reverzni 5'- 3": TAA GAT CTC AAG GAT CCC AACGGCT
Teplota Zihani: 62 °C

Koncentrace v reakci: 0.1 uM

Dé¢lka produktu: 215 nt

Reference: Matsuda 2007

Peptonova voda (tlumiva) — Merck (Darmstadt, Némecko)
Trizma-base — Sigma-Aldrich (USA)

EDTA — Sigma-Aldrich (USA)

Columbia CAP agar,

Columbia CAP agar s tetracyklinem

Mac Conkey agar,

cetrimidovy agar
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4.2. Pomiicky a pristroje

Pomucky

Pomucky pro piipravu homogenatu z biopsie: skalpelové cepelky, drzatko
skalpelovych cepelek, Petriho misky, mikrozkumavky, stojan na mikrozkumavky,

pinzeta, ocelové kulicky, kahan, rukavice.

Pomtcky pro kultivaci: multikanalova pipeta, Spicky, 96jamkové mikrotitracni

desticky, rukavice.

Pomiicky pro izolaci DNA: mikrozkumavky, automatické pipety, $picky, stojan
na mikrozkumavky, stopky, rukavice.

Pomtcky pro PCR: mikrozkumavky, stojan na mikrozkumavky, PCR stripy,

sterilni $picky, sterilni $picky s filtrem, automatické pipety, desticky na stripy, rukavice
Piistroje a zaFrizeni

e Laminarni box — Erlab

e Homogenizator - QIAGEN

e Termoshaker — BIOSAN

e Spektrofotometr - VARIAN

e Vortex — LabDancer

e Centrifuga — Thermo scientific
e Termalni box — Jouan

e PCR analyzator — Applied Biosystems

4.3. Metodické postupy

4.3.1. Pfiprava homogenatu z biopsie rany prasete

Biopsie se ziskavaly z infikovanych ran prasete, kdy na levém boku byly rany
léCené a na pravém boku rany nelécené. Biopsie se odebiraly v pribéhu mésice
v urcitych intervalech. Prvni biopsie se odebirala 7. den po umélém infikovani rany
uméle vytvoirenym biofilmem, ktery byl vytvofen z péti mikrobidlnich kultur, které

se nejcastéji v infekéni rané u lidi vyskytuji a to Staphylococcus aureus, Enterococcus
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faecalis, Streptococcus agalactiae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. Dalsi

odbér byl poté 10., 14., 17. den a posledni odbér byl 24. den po infikovani rany.

Ziskana biopsie se pomoci skalpelu rozkrijela a rozmélnila na co nejmensi
kousky a vlozila se zpét do 2,5 ml mikrozkumavek s peptonovou vodou spole¢né
s ocelovou kulickou. Mikrozkumavky se vlozily do homogenizatoru, kde se nechaly

nékolik minut, dokud smés nebyla homogenni.

4.3.2. Kultivace

Zasobni roztok

Peptonova voda

25,5 g substratu pro peptonovou vodu se rozpustilo v 1 1 demineralizované vody,
Vv pfipadé potieby v menSich nadobach. Autokldvovalo se to 15 min pii 121 °C.

Vysledné pH bylo 7+0,2 v 25 °C. Skladovéno pfi pokojové teploté.
Postup

Do mikrotitracni desticky se rozpipetovalo 90 ul peptonové vody, kdy prvni
jamka zlistala prazdna. Do prvni prdzdné jamky se napipetoval homogenat a dale
se rozpipetoval s Peptonovou vodou v poméru 1:9 (10 ul vzorku:90 pl Peptonové vody)
od koncentrace 10" do 10™%°. 100 % vzorek a takto rozied&ny vzorek se po 10 pl nanasel
Vv koncentra¢ni fadé na razné agary tak, ze na jednom agaru byla obsazena cela
koncentra¢ni fada. Vzorky se nanasely postupné¢ na Columbia CAP agar, Columbia
CAP agar s tetracyklinem, Mac Conkey nebo Enduv agar, cetrimidovy agar. Pro nase
ucely byl nejdalezitéjsi cetrimidovy agar, ktery je selektivni pro Pseudomonas
aeruginosa. Aby se nanesené koncentrace nesmichaly, nechaly se plotny chvili stat.
KdyzZ byly ususeny, tak byly vloZeny do termostatu, ktery byl vytemperovan na 37 °C.
Odecet nartstu bakterii se provadél za 24 hodin. Zbyly homogenat byl zamrazen na -20

°C a dale pouZit pro izolaci DNA.
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4.3.3. 1zolace DNA

Zasobni roztoky

0.1 M roztok citratu sodného v 10 % etanolu

Navazilo se 2,941 g citratu sodné¢ho. Toto mnozstvi se rozpustilo v 10 ml 100 %

etanolu. Roztok byl doplnén 90 ml destilované vody. Uchovaval se pti pokojové teplot¢.

75% etanol

78 ml 96 % etanolu se nalilo do 100 ml odmérné banky a dolilo se do 100 ml

destilovanou vodou. Uchovaval se pfi laboratorni teploté.

TE pufr (10 mM Tris, 1 mM EDTA: pH = 8)

10 ml 1 M Tris a4 ml 0,25 M EDTA bylo doplnéno deionizovanou vodou do
objemu 1000 ml. Roztok se autoklavoval pii 121 °C po dobu 20 min. Uchovaval se pfi

laboratorni teplot¢.

Pro préci s timto roztokem se roztok ztfedil destilovanou vodou v poméru 1:9 (1 ml

TE pufru:9 ml vody)
Postup

Vzorky uloZené v mrazéku pii -20 °C se nechaly rozmrazit pfi laboratorni teploté.
Do cistych mikrozkumavek bylo pipetovano 100 pl homogenatu, ktery byl pied
pipetovanim zvortexovan, aby se dosdhlo homogenity vzorku pifi pipetovani.
K homogenatu se pfidalo 500 pul TRIZOLu, smés se promichala a nechala se 5 minut

inkubovat.

Ke smési bunky/TRIZOL se ptidalo 100 pl chloroformu a dikladné se zvortexovala.
Smés se inkubovala 5 minut pfi 15-30 °C, poté se zcentrifugovala (12 000 rmp, 15 min,
2-8 °C).

Po centrifugaci se odstranila vodna faze obsahujici RNA. Ke smési se ptidalo 150 pl

(100 %) etanolu a po nasledném dikladném promichani se smés nechala inkubovat pii
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15-30 °C po dobu 2-3 minut. Po inkubaci nésledovala centrifugace pii pokojové
teploté po dobu 5 minut a 12 000 rmp.

Po centrifugaci se odstranil supernatant obsahujici proteiny. Zbyly pelet obsahujici
DNA se promyl 0,1 M roztokem citratu sodného v 10 % etanolu, kterého se piidalo 500
pul. Smés se promichala a vlozila do vodni lazné, ktera méla teplotu 15-30 °C, a
za stalého michani zde byla po dobu 30 minut. Nasledné byla smés zcentrifugovana pfi
pokojové teploté¢ po dobu 5 minut a 12 000 rmp. Supernatant byl opét odstranén
a ke vzorku se ptidalo 500 pl 75 % etanolu. Smés se opét inkubovala za stalého michani
pti teploté 15-30 °C, ale jen po dobu 20 minut. Poté op¢ct nésledovala centrifugace pfi
pokojové teploté po dobu 5 minut a 12 000 rmp. Po centrifugaci se odsal supernatant,

zkumavky se otoCily dnem vzhiiru a pelet se nechal susit na stole po dobu 10 minut.

Po 10 minutach se pelet rozmichal s 200 pl TE pufru a byl nésledné¢ vlozen na 10
minut do vodni 1azné, kterd méla 55 °C. Poté se vzorek centrifugoval pti 2-8 °C po dobu
10 minut a 12 000 rmp, aby doslo k oddé€leni nerozpustnych ¢astic, které mohl vzorek
stdle obsahovat. Po centrifugaci se vodna ¢ést, obsahujici DNA, pfenesla do cCistych

mikrozkumavek.

4.3.4. PCR

Pracovni roztoky
Mastermix

Na pfipravu tohoto mastermixu se smichaly sloZky uvedené v tabulce:

Slozka Pipetované mnozstvi na 2 reakce
Power Sybr Green Master Mix 10 ul
Forward primer PA2 6 uM 2 ul
Reverse primer PA2 6 uM 2 ul
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Postup

Vzorky se pipetovaly v dubletu. Pocéet vzorkti krat dva, ktomu pozitivni

anegativni kontrola davaly dohromady pocet reakci. Do poctu reakci se pocitala

I pipetovaci rezerva, coz ¢inilo 10 %.

Pripravila se smés podle poctu reakci smichdnim slozek pro mastermix.

Matermix se pipetoval v mnozstvi 15,4 ul do zkumavek o objemu 200 pl. Nasledné

se alikvoty krétce stoCily. Po stoceni se ke kazdému alikvotu piidalo 6,6 pl vzorku.

Smés se Spickou zamichala a pipetovala se dvakrat 10 pl do PCR stripu.

Po napipetovani vSech vzorka se PCR stripy stocily a vlozily do desticky. Prazdnéd mista

Vv desti¢ce byla zaplnéna slepymi stripy. Desticka se vlozila do pfistroje a nastavil

se programul.

Nastaveni PCR programu:

Teplota Cas
50°C 2 min
95°C 5 min
95°C 10s
62°C 1 min

4.3.5. Priprava kalibra¢ni krivky

=

40 cykla

Pro porovnani vysledka bylo nutné si vytvofit kalibra¢ni kiivku.

Zasobni roztoky

TSB médium

30 g média bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody. Po dikladném promichani

bylo médium autoklavovano pii 121 °C po dobu 15 minut.
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Postup

Zaockovala se kultura Pseudomonas aeruginosa den piedem na pevné médium
TSA a kultivovala se v inkubatoru pii 37 °C. Druhy den se narostlé Pseudomonady
resuspendovaly v TSB médiu na OD 1 McF. 1,33 ml této suspenze se zaockovalo
do 6,66 ml TSB. Timto zptusobem byly zaockovany 3 zkumavky, které se inkubovaly
na tiepacce pii 37 °C a 150 rpm.

Odbéry se provadely v ¢asech 1507, 2107, 420" a 480, respektive pii 1,7; 2,8;
4,8; 5,2 McF. 2 ml zvortexované kultury se odebralo do 2 ml zkumavky, stocilo se
to pti 10000 rpm po dobu 1 minuty. Odebral se supernatant a buniky se zmrazily na -20

°C. V ostatnich casech se odebiralo pouze po 1 ml média.

V odbérovych casech probihalo také stanoveni bakteridlniho poctu pomoci
vysevové metody na zivny agar. Odebralo se 25 pl zvortexované kultury a v desitkovém

fedéni s TSB médiem nebo peptonovou vodou se nanasela na cetrimidovy agar.

4.3.5.1. lzolace DNA z bakterii

Pracovni roztok

Lyzaéni roztok

10 ml 1M Tris a 4 ml 0,25 M EDTA bylo doplnéno deionizovanou vodou do
objemu 1000 ml. Roztok se autoklavoval pii 121 °C po dobu 20 min. Uchovaval se pii

laboratorni teploté.

Pro praci s timto roztokem se roztok zifedil destilovanou vodou v poméru 1:9 (1

ml TE pufru:9 ml vody). Pfed pouzitim byl pfidan lysozym (3 mg/ml).
Postup

K zmrazenému peletu bylo ptidano 200 pl lyza¢niho roztoku ( 1x TE pufr s 3
mg/ml lysozymem), to jsme resuspendovali a nasledn¢ inkubovali pii 37 °C 1 hodinu.

Poté bylo pfidano 500 pl TRIzolu a bylo to izolovano jako homogenat sav¢i tkané.
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4.3.5.2. Kalibraé¢ni krivka

Izolovana DNA se roziedila na roztoky o koncentraci 100%, 50%, 25%, 10% a
1%, aby vytvorila kalibraéni tadu. Toto bylo provedeno tfikrat v nezavislych
opakovanich. Odecet koncentra¢ni fady na zivném agaru probihal po 24 hodinové
inkubaci v termostatu. Narast Pseudomonas aeruginosa byl sledovan na cetrimidovém
agaru, ktery je pro tento kmen selektivni. Vzorek byl pipetovan devétkrat od 100%
koncentrace desitkovym fedénim po 10® . Odegital se pocet bakterii v fedéni, kde se
dalo mozna co nejptesnéji spocitat jejich mnozstvi. Spolu s odbérem bakterii pro izolaci
DNA byl proveden i vysev na agar pro zji§téni colony forming unit (CFU). Pro jeden
¢as odbéru jsme ziskali vysledky z kultivace i real-time PCR. Zanesenim hodnot PCR a
kultivace do grafu nam vznikla kalibra¢ni kiivka, jejimz vysledkem byla rovnice pro
ptepocet tresholdcycle (Ct) z PCR na hodnotu CFU, ktera slouzila pro porovnani metod
PCR a kultivace na zivném agaru (Obr. 1). Vysledna rovnice byla y = -1,573In(x) +
39,679.

30

25 *
e

20

¢ L 4 <
J 15 L g

y =-1,573In(x) + 39,679
10

0 T T T 1
1000 10000 CFU 100000 1000000 10000000

Obrazek 4 Kalibra¢ni kiivka pro prepocet Ct na CFU. V grafu jsou vyneseny
namérené a odvozené hodnoty CFU v méFitku prirozeného logaritmu oproti nameérenym
hodnotam Cr. CFU — colony forming unit, Ct — treshold cycle
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5. VYSLEDKY

5.2. Odecet kultivace na Zivném agaru

. Pro kazd¢ zvite je znazornén graf (Obr. 7-16), ktery vystihuje zastoupeni druhu
Pseudomonas aeruginosa V prub¢hu hojeni rany béhem 27 dni. Pro lepsi porovnani

s vysledky PCR bylo na grafech zvoleno logaritmické méfitko.

Na vsech obrazcich (Obr. 7-16) muzeme vidét klesajici tendenci zastoupeni
bakterie, kdy je vZdy patrny rozdil mezi prvnim a poslednim dnem odbéru. Na obrazku
7 je videt, ze pocet bakterii kolisa, ale k vyznamnému poklesu nedochazelo. Pravidelny
ubytek kmene Pseudomonas aeruginosa je vidét na obrazku ¢islo 10, kde dochazi k
poklesu jak bakterii v ran¢ 1é¢ené, tak i nelééené. Na ostatnich obrazcich mizeme vidét
pokles bakterii, ktery je narusen obfasnym vzristem hodnot béhem 1 nebo 2 odbért

mezi 1. a 5. odbérem.

Rozdil mezi léCenou a nelécenou rdnou by mél byt z obrazka patrny. U ran lécenych
byl podle ocekéavani pokles bakterii vyraznéjsi a rychlejsi. Rozdil mezi prvnim a patym
neni idealni a n¢které hodnoty Kolisaji jako napt. v obrazcich 7, 8 a 10. Ve vysledku se
da ale fici, ze sestupna tendence zUstala zachovana. P hodnota (p= 6,64E-06) z testu
ANOVA u kultivatni metody potvrzuje zménu v poctu bakterii v prubéhu casu.

Z obrazku ¢islo 5 je ziejmé, Ze dochazi k poklesu poctu bakterii u rany 1é¢ené.

U nelécenych ran neni pokles bakterii tak vyrazny, ale i zde je sestupna tendence.
P hodnota (p= 1,19274E-05) z testu ANOVA u kultivacni metody potvrzuje zménu
V poctu bakterii v priibéhu casu. Z obrazku cislo 6 je ziejmé, Ze dochazi k poklesu poctu
bakterii u nelécené rany. Z obrazkt 7-16 je patrné, Ze k poklesu bakterii dochazelo, ale
ne tak rychle jako u ran 1é¢enych. Pocet bakterii u nelé¢enych ran nekolisal tolik jako u

ran léCenych.
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CFU léceny bok (+/- S.D.)
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Obrazek 5. Pocty bakterii v biopsiich léfenych ran stanovenych kultivaéni metodou.
Sloupce jsou prumeéry + smérodatné odchylky (n=10) na logaritmické Skdle.

CFU neléceny bok (+/- S.D.)
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Obrazek 6. Pocty bakterii Vv biopsiich neléfenych ran stanovenych kultiva¢ni
metodou. Sloupce jsou priimeéry + smérodatné odchylky (n=10) na logaritmické Skdle.
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CFU u zvirete 304

1,00E+007
1,00E+006
1,00E+005
1,00E+004
1,00E+003
1,00E+002

1,00E+001

1,00E+000

Obrazek 7 CFU u zvirete 304

7. DEN

10. DEN

14. DEN

17. DEN

24. DEN

mCFUP
mCFUL

V grafu jsou zobrazeny hodnoty CFU, kdy CFU P vyjadiuje hodnoty pribéhu hojeni
rany na pravém boku zvirete, ktera byla lécena, a CFU L hodnoty z levého boku, ktery

byl neléceny. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y jsou hodnoty CFU
V logaritmickém meéritku.

1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 8 CFU u zvirete 307

CFU u zvirete 307

lini

7.DEN

10. DEN

14. DEN

17.DEN

24. DEN

mCFUP
mCFUL

CFU P — rdna lécend, CFU L - rdna nelécend. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku.
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1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 9 CFU u zviiete 339

il

7.DEN

CFU u zvirete 339

10. DEN

14. DEN

17.DEN

24. DEN

mCFUP
mCFUL

CFU P — rdna lécend, CFU L - rdna nelécend. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku.

1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 10 CFU u zvirete 368

CFU u zvirete 368

i

7.DEN

10. DEN

14. DEN

17.DEN

24. DEN

mCFUP
mCFUL

CFU P — rdna lécend, CFU L - rdna nelécend. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku
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1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 11 CFU u zvirete 358

CFU u zvirete 358

7. DEN

10. DEN

14. DEN

17. DEN

Hil

24. DEN

mCFUP
mCFUL

CFU P — rdna lécend, CFU L - rdna nelécend. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku

1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03
1,00E+02
1,00E+01

1,00E+00

Obriazek 12 CFU u zvifete 371

CFU u zvirete 371

TER

7. DEN

10. DEN

14. DEN

17. DEN

24. DEN

mCFUP
mCFUL

CFU P — rdna lécend, CFU L - rdna nelécend. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku.
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CFU u zvirete 375

1,00E+06 -~

1,00E+05 -

1,00E+04 -

1,00E+03 - mCFUP
mCFUL

1,00E+02 -

1,00E+01 -

1,00E+00 - . . . .

7. DEN 10. DEN 14. DEN 17. DEN 24. DEN

Obriazek 13 CFU u zvifete 375

CFU P — rdna lécend, CFU L - rdna nelécend. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku.

CFU u zvirete 446

mCFUP
mCFUL

7. DEN 10. DEN 14. DEN 17. DEN 24. DEN

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obriazek 14 CFU u zvifete 446

CFU P — rdna lé¢end, CFU L - rdna nelécend. Osa X popisuje den odbéru tkainové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku.
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CFU u zvirete 448

1,00E+06 -

1,00E+05 -

1,00E+04 -

1,00E+03 - mCFUP
mCFUL

1,00E+02 -

1,00E+01 -

1,00E+00 - . . . .

7. DEN 10. DEN 14. DEN 17. DEN 24. DEN

Obriazek 15 CFU u zvifete 448

CFU P — rdna lécend, CFU L - rdna nelécend. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku.

CFU u zvirete 450

mCFUP
mCFUL

7. DEN 10. DEN 14. DEN 17. DEN 24. DEN

1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obriazek 16 CFU u zvifete 450

CFU P — rdna lécend, CFU L - rdna nelécend. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie,
na ose y jsou hodnoty CFU v logaritmickém méritku.
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5.3. Vyhodnoceni real-time PCR

Izolovana DNA z biopsie byla zpracovéana pro real-time PCR. Vysledkem real-
time PCR jsou hodnoty Cr. Pro porovnani vysledku s vysledky kultivace byly hodnoty
Ct pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky piepocitany na CFU pro danou hodnotu Cr.
Rovnice pro piepocet Cr na CFU byla y= - 1,573In(x)+39,679, kdy za y se dosadila
hodnota dan¢ho Cr a vysledkem byla hodnota CFU.

Pro porovnatelnost vysledki bylo zvoleno logaritmické méfitko pro hodnoty
CFU vypocitané z Cy1. Na obrazcich 19-28 bychom mohli pfedpokladat stejnou klesajici
tendenci jako u vysledkl kultivace, ale takovy zietelny pokles tu vidét neni. Hodnoty
CFU se zde drzi velmi blizko hodnotam 1. dne. Pokles je zde jen velmi maly a kolisa ve
vice hodnotach nez vysledky kultivace. Rozdil mezi poctem bakterii prvni a posledni
den odbéru neni tak vyrazny jako u vysledkl kultivace. Na nékterych obrazcich jako
jsou obrazky 19, 20, 23, 25 a 27 miZzeme vidét, Zze k Zddnému vyraznému poklesu

nedoslo a hodnoty jsou téméf totozné.

U ran 1éCenych neni pokles poctu bakterii v pribéhu hojeni téméf zadny. P hodnota (p=
0,468161137) z testu ANOVA u real-time PCR nepotvrzuje zménu poctu bakterii
Vv pribéhu casu. Z obrazku c¢islo 17 miZeme vidét, Ze k Zadnému poklesu bakterii

Vv pritbéhu hojeni nedochézelo.

U nelécenych ran k mirnému poklesu v pribéhu hojeni ran dochazi, ale pokles neni tak
vyrazny jako u kultivace. P hodnota (0,016520941) z testu ANOVA potvrzuje zménu
V poctu bakterii v prubéhu Casu, ale z obrazku ¢islo 18 mtizeme vidét, ze pokles vitbec

neni tak vyrazny a v porovnani s kultivaci neni tak presvédcivy.
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qPCR léCeny bok (+/- S.D.)

itana z CT (log10)
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Den odbéru

24.den

Obrazek 17 Poéty bakterii v biopsiich 1é¢enych ran stanovenych metodou real-time

PCR. Sloupce jsou priumery + smerodatné odchylky (n=10) na logaritmické skale.

qPCR neléceny bok (+/- S.D.)

(o)}
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Obrazek 18. Pocéty bakterii v biopsiich nelééenych ran stanovenych metodou real-
time PCR. Sloupce jsou priméry + smérodatné odchylky (n=10) na logaritmické skdle.
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1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 19 Vypocitana hodnota CFU z hodnoty C u zvifete 304

zvire 304

Hil

7.DEN 2/10.DEN3/14.DEN4/17.DEN5/24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

Tento a nasledujici grafy ukazuji hodnoty CFU, které byly vypocitany dosazenim
hodnoty Ct do kalibracni kiiivky. CFU z CT P vyjadiuje CFU ziskanou prepoctem
hodnoty Cr z pravého boku zvirete a CFU z CT L z levého boku zvirete. Pravy bok byl
léceny a levy bok byl neléceny. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y

Jjsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickéem méritku.

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 20 Vypocitana hodnota CFU z hodnoty C+ u zvifete 307

zvire 307

111

7.DEN

10. DEN

14. DEN

17.DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadruje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Ct z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y

Jjsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickém méritku
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1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obriazek 21 Vypoditana hodnota CFU z hodnoty Ct u zvifete 339

zvire 339

7.DEN

10. DEN

14. DEN

17.DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadiuje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Cr z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y

Jjsou hodnoty CFU prepocitané 7 Ct V logaritmickéem méritku.

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 22 Vypocitana hodnota CFU z hodnoty C u zviiete 368

zvire 368

il

7.DEN

10. DEN

14. DEN

17.DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadiuje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Cr z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y
jsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickém meéritku.
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1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obriazek 23 Vypoditana hodnota CFU z hodnoty Ct u zvifete 358

zvire 358

i

7. DEN

10. DEN

14. DEN

17. DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadiuje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Cr z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y

Jjsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickéem méritku.

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 24 Vypocitana hodnota CFU z hodnoty Cy u zviiete 371

zvire 371

7. DEN

1]

10. DEN

14. DEN

17. DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadiuje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Cr z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y
jsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickém meéritku.
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1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 25 Vypoditana hodnota CFU z hodnoty Ct u zvifete 375

zvire 375

7. DEN

10. DEN

14. DEN

17. DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadiuje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Cr z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y

jsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickém méritku.

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 26 Vypocitana hodnota CFU z hodnoty C u zvifete 446

zvire 446

111

7. DEN

10. DEN

14. DEN

17. DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadiuje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Cr z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y
jsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickém meéritku.

50



1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obriazek 27 Vypoclitana hodnota CFU z hodnoty Ct u zvifete 448

zvire 448

il

7. DEN

10. DEN

14. DEN

17. DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadiuje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Cr z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y

Jjsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickéem méritku.

1,00E+06

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00

Obrazek 28 Vypocitana hodnota CFU z hodnoty C+ u zviiete 450

zvire 450

1111}

7. DEN

10. DEN

14. DEN

17. DEN

24. DEN

mCFUzCTP
mCFUzCTL

CFU z CT P vyjadruje CFU ziskanou prepoctem hodnoty Cr z pravého boku zvirete a
CFU z CT L z levého boku zvirete. Osa x popisuje den odbéru tkanové biopsie, na ose y
jsou hodnoty CFU prepocitané z Ct V logaritmickém méritku.
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6. DISKUZE

Chronické rany a jejich lécba jsou jednou z mnoha oblasti, na kterou je
zam¢efovan veédecky zdjem. K vysetieni se obvykle pouziva stér zrany, ktery se
kultivuje. Tato technika neni vhodna pro vysoce kontaminované oteviené chronické
rany, protoze interpretace vysledkl je obtiznd, stejné jako kultivace anaerobnich druhd,
které se v rané vyskytuji. Pro infek&ni rany s bakterialnim podtem vyssim 1x10° CFU na

gram tkan¢ je vhodné&jsi pouzit tkanovou biopsii. (Nakagami a kol. 2008)

V této diplomové praci jsme porovnavali metodu kultivace s real-time PCR.
Testovanym druhem byla Pseudomonas aeruginosa izolovana zuméle vytvoiené
chronické rany. Z rany byly odebirany tkanové biopsie, které se nasledné zpracovavaly

pro stanoveni CFU a zaroven kvantifikaci pomoci real-time PCR.

Rhoads a kol. (2012) uvadi, ze kultivace a molekularni testovani bakterii v rané
produkuji odlisné a Casto rozporuplné vysledky, protoze vysledky molekularnich metod
Jsou citlivéjsi nez kultivace. Toto tvrzeni se ukazalo byt pravdivé i v nasi praci. Podle
ocekavani dochéazelo k poklesu poctu bakterii v prib¢hu hojeni rany béhem 27 dni.
Z kultivace bylo patrné, Ze u lécenych ran dochazelo k poklesu vyraznéji a rychleji
V porovnani s ranami nelé€enymi. Oproti tomu u vysledki real-time PCR neni pokles
tak zfetelny jako u kultivace. Hodnoty v prib¢hu hojeni se drzely velmi blizko
hodnotdm prvniho dne odbéru. Vysvétlenim této nesrovnalosti mize byt, Ze kultivace
zachyti pouze Zivé mikroorganismy, kdezZto real-time PCR zachyti DNA 1 z rozpadlého,
mrtvého mikroorganismu, nebo DNA cilené vyrabénou jako soucast biofilmu. Nocker a
kol. (2008) uvadi, Ze pro techniky zaloZené na DNA je pfekazkou to, Ze DNA mize byt
velmi stabilni a muze pretrvavat delsi dobu (dny az tydny) po smrti bunék. U
experimentalni rany dochazi k odhojeni biofilmu a jejimu zahojeni. U pacientd to miize
byt jinad situace. Je zde predpoklad, ze odhady budou piesnéjsi, protoze u pacientl

nebude takova masa ,,mrtvého* biofilmu.

Hill a kol. (2003) uvadi, Ze molekularni techniky mohou detekovat pfitomnost
bakterii, 1 kdyz kultivace vysla negativni. Toto se stalo 1 v naSem piipadé¢, kdy byla
kultivace dvakrat pfi poslednim odbéru negativni, ptresto real-time PCR detekovala
pritomnost bakterii, dokonce na stejné urovni jako prvni den odbéru. Vysvétlenim muze

byt bud’ zachyt DNA z mrtvych bunék, nebo ze hladina bakterii je tak nizka, Ze uz neni
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kultiva¢né zachytitelnd. Ale vzhledem k tomu, Ze hodnota je stejné vysoka, jako prvni

o 4

Zda se, ze zachyt DNA z mrtvych bun¢k zkresluje vysledky real-time PCR.
Resenim by mohlo byt pouziti propidium monoazidu. Nocker a kol. (2008) prokazal, e
propidium monoazid je uzite¢ny pro rozliSeni zivych a mrtvych bun¢k v kombinaci
s real-time PCR. Propidium monoazid vstupuje do bun¢k porusenou membranou, kde se
s vysokou afinitou vaze na DNA. Propidium monoazid mé svételné citlivou azidovou
skupinu, ktera zpusobi kovalentni zesiténi organickych skupin v jeho blizkosti pfi
vystaveni svétlu. Kovalentni vazby barviva siln¢ inhibuji PCR amplifikaci. V dasledku
toho jsou Cr hodnoty pro real- time PCR vyrazné vyssi. Uprava vzorku propidium
monoazidem se ukazuje jako slibnd metoda pro vylouceni mrtvych bungk, ale neni zde
alternativa pro urceni aktivnich bun¢k mikrobialni komunity. NeporuSenost membrany
neni dikazem Zivotaschopnosti buiky, protoze i buiiky S neporusenou membranou

mohou byt neaktivni. Nicmén¢ omezeni analyzy mrtvych bun¢k mize byt nevyhodou.

Molekularni metody mohou ptekonat nékteré kultivacni nedostatky. Detekuji
anaeroby a bakterie bez ohledu na to, jak mohou, nebo nemohou rist v kulture. U
molekularnich metod je snadnéjSi kvantifikace a na rozdil od kultivace pfitomnost
antibiotik ve vzorku nezasahuje do citlivosti testu. Samotna kultivace neprezentuje
skutecny rozsah bakteridlni rozmanitosti v ramci chronické rany. Komplexnéjsi analyza

je mozna s pouzitim molekularnich technik. (Hill a kol. 2003, Rhoads a kol. 2012)

Kirketerp-Moller a kol. (2008) uvadi, ze bakterialni profilovani chronické
infikované rany pomoci kultivace miize podcenovat pfitomnost vyznamnych patogenti,
jako je Pseudomonas aeruginosa. Je znamo, Ze bakterie v biofilmu jsou obtizné
kultivovatelné. Kultivace z biopsie neodhali pfitomnost bakteridlniho biofilmu. Riiger a
kol. (2014) uvadi, ze méa Pseudomonas aeruginosa zlepSeny rdst ve smiSenych
kulturach. Jeji specificka rastova rychlost ve smisenych kulturach je vyssi ve srovnani
s ¢istymi kulturami. Toto je pravdépodobné zplisobeno nezndmymi mezidruhovymi

ucinky. Pseudomonas aeruginosa jednozna¢né dominuje ve smisenych kulturach.
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7. ZAVER

Vysledky real-time PCR se svysledky kultivace neztotoznovaly. Kultivaéné
byla vidét klesajici tendence poctu bakterii v pribéhu hojeni u rany léCené 1 nelécené.
Rozdil mezi rédnou léCenou a nelécenou byl znatelny. V rané lécené dochdzelo

k vyraznéj$imu a rychlejsimu poklesu bakterii.

Hodnoty poctu bakterii ur¢enych pomoci real-time PCR nemély v Case klesajici
tendenci jako hodnoty kultivace, ale odpovidaly hodnotam 1. odbéru po cely prubéh
hojeni. Rozdil v poctu bakterii mezi ranou lécenou a neléCenou byl pomoci detekce

real-time PCR nepatrny.

Pro kvantifikaci bakterialni naloze Pseudomonas aeruginosa v pruabéhu hojeni
rany se v naSem piipad¢ stala lepsi metoda kultivace, kterd 1épe ukazovala pokles

zastoupeni V ran€ v prubéhu hojeni a rozdil mezi 1é€enou a nelécenou kontrolou.
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